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Mutations in DLX3 are associated with both autosomal
dominant hypoplastic hypomaturation amelogenesis
imperfecta (ADHHAI) and tricho-dento-osseous (TDO)
syndrome. ADHHAI is caused by a c.561_562delCT (2bp-
del DLX3) mutation whereas TDO syndrome is associated
with a c.571_574delGGGG (4bp-del DLX3) mutation.
However, although the causal relationships between DLX3
and an enamel phenotype have been established, the
pathophysiological role of DLX3 mutations in enamel
development has not yet been clarified. In our current study,
we prepared expression vectors for wild type and deletion
mutant DLX3 products (4bp-del DLX3, 2bp-del DLX3) and
examined the effects of their overexpression on the
expression of the enamel matrix proteins and proteases.
Wild type DLX3 enhanced the expression of matrix
metalloprotease 20 (MMP20) mRNA and protein in murine
ameloblast-like cells. However, neither a 4bp-del nor 2bp-
del DLX3 increased MMP20 expression. Wild type DLX3,
but not the above DLX3 mutants, also increased the activity
of reporters containing 1.5 kb or 0.5 kb of the MMP20
promoter. An examination of protein stability showed that
the half-life of wild type DLX3 protein was less than 12 h
whilst that of both deletion mutants was longer than 24 h.
Endogenous Dlx3 was also found to be continuously
expressed during ameloblast differentiation. Since
inactivating mutations in the gene encoding MMP20 are
associated with amelogenesis imperfecta, the inability of
4bp-del or 2bp-del DLX3 to induce MMP20 expression
suggests a possible involvement of such mutations in the
enamel phenotype associated with TDO syndrome or
ADHHAI. 
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서  론
법낭질 형성과정은 분비기, 이행기, 성숙기로 이루어지
며, 분비기 동안 상아질과 법낭질 경계부분에서부터 리본
형태의 carbonated hydroxyapatite 결정이 침착되기 시작
하여 법낭질 전체 두께의 길이 성장이 이루어진다. 이 시
기에 법낭모세포(ameloblast)는 다량의 세포외기질 단백
질을 분비하며 이중 85-90% 정도는 amelogenin으로 구
성되어 있고 기타 enamelin, ameloblastin등의 단백질이
소량 포함된다. 또한 법낭모세포는 이 시기에 matrix
metalloprotease 20(enamelysin, MMP20)를 분비하는데,
이 효소는 특이적으로 치아조직에서 발현되고, amelogenin
의 가공, 분해를 담당하는 것으로 알려져 있다(Ryu et
al., 1999). Amelogenin 분자들이 모여 nanosphere를 형
성하고 이것이 더 모여 잘 조직화된 supramolecular
structure로 조립되며 이렇게 조직화된 구조를 따라 apatite
의 길이 성장이 이루어지게 된다(Fincham et al., 1994;
Du et al., 2005; Margolis et al., 2006). 이 때 amelogenin
분자의 조립이 제대로 진행되기 위해서는 MMP20에 의
해 amelogenin이 적당한 위치에서 잘려지는 것이 필수적
이다(Ryu et al., 1999; Hunter et al., 1999; Fincham
et al., 1999). 법낭질 생성이 이행기 및 성숙기로 진행됨
에 따라 법낭모세포에 의한 단백질 분비는 감소하고 대
신 이미 분비된 세포외기질의 재흡수가 진행되며, 이 때
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세포외기질의 재흡수가 진행되기 위해서는 법낭모세포에
서 분비된 serine proteinase인 kallikrein 4(KLK4)에 의
해 기질 단백질이 분해되는 것이 선행되어야 한다. 이렇
게 단백질이 없어진 공간에 apatite 침착이 진행되어 법
낭질 결정의 두께와 폭이 증가하고 법낭질의 경도가 증
가된다. 이러한 과정이 완성되면 법낭모세포도 소실되고,
법낭질 전체 무게의 1% 미만의 단백질만이 남게 되어
우리 신체에서 석회화정도가 가장 높은 조직이 된다(Bartlett
et al., 2006). 
법낭형성부전증(AI, amelogenesis imperfecta)은 치아 이
외의 다른 전신적 임상증상이 없이 치아 법낭질에 결함
이 나타나는 유전질환이다. 현재까지 AI의 원인으로 밝
혀진 유전자 돌연변이는 amelogenin, enamelin, amelo-
blastin 같은 법낭질 세포외기질 또는 이들 세포외기질 단
백질을 분해하는 MMP20 또는 KLK4 단백분해효소를
인코드하는 유전자에 다양한 형태로 나타나는 것으로 알
려져 있다(Wright, 2006). 이들 유전자와 AI와의 연관성
때문에 이러한 기질단백질 또는 단백분해효소가 법낭질
발생과정 중 담당하는 생화학적 역할에 대해 어느 정도
연구가 진행되어 왔다. 그러나 상염색체 우성 AI의 일종
인 autosomal dominant hypoplastic hypomaturation
amelogenesis imperfecta(ADHHAI, OMIM 104510)에
관련된 유전자로 알려진 DLX3의 경우 AI 표현형을 유
도하는 병태생리적 기전에 대해서는 아직 알려진 바가
없다. ADHHAI 환자는 법낭질 저형성과 저성숙 및 우
상치 표현형을 나타내며, 이들 환자의 유전자에서 2개 염
기가 결손(c.561_562delCT)된 DLX3 돌연변이가 관찰되
었다(Dong et al., 2005). 이러한 돌연변이로 인해
frameshift가 일어나 DNA에 결합하는 homeobox domain
의 마지막 아미노산 2개가 바뀌고 조기 종료코돈이 생겨
88개 아미노산이 없어지며 대신 12개의 새로운 아미노산
서열이 생기게 된다. ADHHAI 환자 치아의 임상증상은
DLX3 변이와 관련된 또 다른 상염색체 우성 유전병인
tricho-dento-osseous 증후군(TDO 증후군, OMIM 190320)
과 유사하다. TDO 증후군의 경우에는 치아 증상 외에도
곱슬거리는 머리카락과 머리뼈의 석회화정도가 높은 표
현형이 동반되므로 AI로 분류되지는 않는다(Price et al.,
1998a, 1998b). TDO 증후군 환자에서는 homeobox domain
바로 뒷부분에서 4개의 염기가 결손(c.571_574delGGGG)
된 DLX3 돌연변이가 존재하는 것으로 밝혀졌다(Price et
al., 1998b). 그 결과 frameshift가 일어나 67개 아미노산
서열이 변화되고 조기 종료코돈이 생겨 야생형에 비해
32개의 아미노산이 짧아진 DLX3 돌연변이체가 만들어지
게 된다(Wright et al., 2008). 이 돌연변이체가 법낭질
저형성/저성숙을 유도하는 기전에 대해서도 아직 알려진
바가 없다. 
따라서 본 연구에서는 TDO 증후군의 원인인 4개의 염
기가 결손된 DLX3(4bp-del DLX3) 돌연변이와 ADHHAI
의 원인인 2개의 염기가 결손된 DLX3(2bp-del DLX3)
돌연변이가 법낭질 표현형을 나타내는 기전을 알아보기
위해 사람 DLX3 야생형과 두 가지 돌연변이체의 발현
벡터를 제작하고 생쥐에서 확립된 법낭모세포주(ALC;
Nakata et al., 2003)를 이용하여 AI과 관련된 것으로 보
고된 세포외기질 단백질 및 단백분해효소의 발현에 미치
는 영향을 관찰하였다. 그 결과 MMP20의 발현이 DLX3
야생형에 의해 증가된 반면 돌연변이체들에 의해서는 별
다른 영향을 받지 못함을 확인하였다. MMP20는
amelogenin의 가공, 분해과정에 필수적인 효소로, MMP20
의 효소 활성 부위 근처에 돌연변이가 있거나 amelogenin
이 MMP20에 의해 잘려지는 부위 주변에 변이가 있는
경우 AI를 유발하는 것으로 알려져 있으므로(Wright,
2006), DLX3에 의한 MMP20 발현 조절은 ADHHAI
및 TDO 증후군에서 치아 표현형을 설명하는데 있어서
중요한 병태생리적 의미를 가질 수 있는 것으로 생각된다.
실험 재료 및 방법
세포 배양
ALC 세포의 배양을 위해 50 µg/ml rat tail type I
collagen(BD biosciences; Bedford, MA, USA)을 이용
하여 배양접시를 코팅하고, ALC 세포를 10% fetal bovine
serum(FBS, Gibco Invitrogen; Grand Island, NY,
USA), antibiotics(100 units/ml penicillin, 100 µg/ml
streptomycin, Gibco Invitrogen), 10 ng/ml recombinant
human epidermal growth factor(Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA)가 함유된 Minimal Essential Medium(MEM,
Gibco Invitrogen)으로 이루어진 성장배지에서 계대 배양
하여 유지하였다.
법낭모세포 분화를 유도하기 위해 ALC 세포를 분화배
지에서 4주까지 배양하였으며, 사용된 분화배지는 10%
FBS, 10 mM β-glycerophosphate(Sigma-Aldrich), 50 µg/ml
ascorbic acid (Sigma-Aldrich), antibiotics를 함유한
Dulbecco's modified Eagles medium (DMEM, Hyclone;
Logan, UT, USA)이었다.
DLX3 야생형 및 돌연변이체 발현벡터의 준비
사람 야생형 DLX3의 N 말단에 3xFlag tag이 붙어있
는 발현 벡터를 구매하고(Genecopoeia; Germantown,
MD, USA), 이를 이용하여 돌연변이체 발현벡터를 제작
하였다. 4bp-del DLX3 돌연변이체 발현벡터는 polymerase
chain reaction (PCR)-amplified site-directed mutagenesis
cloning의 방법으로 제작하였고(Cha et al., 2007), 2bp-
del DLX3 돌연변이체 발현벡터도 이와 동일한 방법으로
제작하였으며, 그 과정에 사용된 primer들의 염기서열은
다음과 같다. 









MMP20 프로모터 클로닝 및 Luciferase 활성 분석
Mus musculus의 genome database(NCBI DQ190458)
로부터 MMP20의 전사시작부위 상위 1.5 kb 이내의 염
기서열을 조사한 결과 DLX3 결합 가능부위가 4곳이 있
는 것으로 나타났기 때문에 -1416~104 bp 부위를 합성
하여 염기서열을 확인하고 pGL3-luc 벡터에 클로닝을 시
행하였다(pGL-MMP20(1.5)). 또한 DLX3 결합 가능부위
두 곳을 포함하는 -392~104 bp 부위만을 포함하는 리포
터 벡터도 함께 제작하였다(pGL-MMP20(0.5)). 클로닝된
MMP20 프로모터가 DLX3에 의해 조절되는지 확인하기
위해 HEK293 세포를 이용하여 luciferase 활성을 분석
하였다. 96-well plate에 3 × 10
3
cells/well의 밀도로 세포
를 분주한 후 100 ng 씩의 발현벡터와 reporter 벡터를
Lipofectamine 2000(Invitrogen)을 이용하여 transient
transfection 한 후 24시간 후에 Bright-Glo Luciferase
Assay System(Promega; Madison, WI, USA)을 이용하
여 전사활성 분석을 시행하였다.
Semiquantitative reverse transcription(RT)-PCR
배양된 세포로부터 easy-blue RNA Extraction
Reagent(iNtRON Biotechnology; Sungnam, Korea)를 이
용하여 total RNA를 준비하고 AccuPower RT Premix
(Bioneer; Daejeon, Korea)로 cDNA를 제작한 후 i-star
Taq DNA polymerase (iNtRON Biotechnology)를 이용
하여 PCR을 시행하였다. 얻어진 PCR 산물은 1.2%
agarose gel에서 전기영동한 후 ethidium bromide로 염
색하여 확인하였다. PCR에 사용한 primer는 TaKaRa
Korea에서 제작하여 사용하였으며 서열은 아래와 같다.
Amelogenin과 ameloblastin의 경우 사용된 primer가 한
exon 내에 존재하므로, DNA로부터 PCR 산물이 만들어
지는 것을 막기 위해 total RNA에 DNase I(Sigma-
Aldrich)을 처리한 후 RT-PCR을 시행하였다. Amelogenin
-forward(f) 5’-cagccgtatccttcctatgg-3', Amelogenin-reverse(r)
5’-cttcttcccgcttggtcttg-3'; Ameloblasin-f 5’-ttcttgctttcccc-









야생형 또는 돌연변이형 DLX3의 과발현이 법낭질 기
질단백질 및 단백분해효소 유전자의 발현에 미치는 효과
를 알아보기 위해 ALC 세포에 이들 발현벡터의 transient
transfection을 시행하였다. Collagen이 코팅된 배양접시에
2 × 10
5
cells/60mm dish가 되도록 분주하고 성장배지에
서 배양하여 세포가 70%정도 차면 Lipofectamine 2000
을 이용하여 pcDNA3.1 또는 DLX3 발현벡터의 transient
transfection을 시행하였다. 24시간 후 total RNA를 수집
하여 RT-PCR을 수행하거나 48시간 후 단백질 시료를 준
비하여 Western blot 분석을 시행하였다.
Western blot 분석
배양된 세포를 PBS로 세척하고 Lysis buffer(10 mM
Tris-Cl(pH7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA(pH8.0),
1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1%
SDS, 50 mM NaF, 0.2 mM Na3VO4, 1 mM PMSF,
1 µg/ml aprotinin, 1 µM leupeptin, 1 µM pepstatin)로
용해한 후 Bradford reagent(Bio-Rad Laboratories;
Hercules, CA, USA)로 단백질을 정량하였다. 30 µg 단
백질을 5X Laemmli sample buffer에 섞은 후 10% gel
을 이용하여 SDS-PAGE를 시행하고 PVDF 막에 옮긴
후 mouse anti-Flag M2-HRP(Sigma-Aldrich), goat
anti-MMP20(Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz,
CA, USA), goat anti-actin(Santa Cruz Biotechnology)
및 rabbit anti-goat HRP-conjugated IgG(Zymed; S.
San Francisco, CA, USA)를 일차 및 이차 항체로 사용
하고 ECL detection system(iNtRON)을 이용하여
Western 분석을 시행하였다.
DLX3 단백질 안정성 비교
DLX3 야생형과 돌연변이형 간에 단백질의 안정성에 차
이가 있는지 비교하기 위해 HEK 293 세포에 이들 발
현 벡터를 transient transfection 하고 24시간 뒤 단백질
합성 저해제인 cycloheximide(CHX, 10 µg/ml, Sigma-
Aldrich)를 처리하여 0, 4, 8, 12, 24시간 후 단백질시료를
준비하여 Western 분석을 시행하였다. Densitometry를 시
행하고 Actin과 비교하여 시간에 따른 DLX3의 양적 변
화를 계수하였다.
세포 증식 측정
야생형 또는 돌연변이형 DLX3의 과발현이 ALC 세포
의 증식에 미치는 영향을 알아보기 위해 Cell Counting
Kit-8(CCK-8; Dojindo Molecular Technologies,
Gaithersburg, MA, USA)을 이용하여 실험하였다. ALC
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세포(5 × 10
3
cells/well)를 collagen이 코팅된 96 well
plate에 분주하고 DLX3 발현벡터를 transient transfection
한 후 24시간이 지난 뒤부터 추가로 0, 24, 48시간 동안
배양하였다. 배양이 끝나는 시점에 배양액에 CCK-8 시
약을 배양액에 10:1 (v:v) 비율로 섞어 넣고 37
o
C에서
1시간 배양한 후 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.
실험 결과
먼저 법랑모세포의 분화과정 중 Dlx3가 발현되는 시기
를 확인하고자 ALC 세포의 분화를 유도하고 7, 14, 21, 28
일 배양한 후 total RNA를 준비하고 RT-PCR을 시행하
였다(Fig. 1). Amelogenin, ameloblastin은 분화배지로 교
체하면 발현이 약간 증가하여 계속 발현이 지속되었고,
MMP20와 KLK4는 21, 28일 시료에서 발현되었으며
MMP20는 28일째 발현이 약간 감소하는 양상을 보였다.
이러한 유전자 발현 양상은 이 세포를 사용한 기존의 논
문(Park et al., 2007)과 비교할 때 분화가 1주 이상 지
연되어 진행되는 것으로 판단되었다. 그러나 법낭모세포
분화 후기에 발현되어 법낭질 성숙에 관여하는 KLK4의
발현이 관찰되었기 때문에 본 연구에 사용한 세포 배양
시스템에서 법낭모 세포 분화가 진행되고 있음은 확인할
수 있었다. Dlx3는 7일째 발현이 약간 감소한 것처럼 보
였지만 그 외에는 분화기간 중 거의 일정하게 발현되었다.
생쥐 법낭모세포에서 Dlx3가 발현됨을 확인하였기 때
문에, AI와 연관된 것으로 보고된 유전자들의 발현에 야
생형 또는 돌연변이형 DLX3가 어떠한 영향을 미치는 지
알아보고자 하였다. 이를 위해 ALC 세포에 DLX3 발현
벡터를 transient transfection하고 성장배지에서 24시간
배양한 후 amelogenin, ameloblastin, MMP20, KLK4의
발현에 미치는 영향을 확인하였다. KLK4의 경우 PCR
cycle 수를 증가시켜도 명확한 PCR 산물을 얻기 어려웠
으며, 이는 법낭모세포 분화 후기에 발현되는 유전자의
특성과 관련된 것으로 생각되었다(Park et al., 2007; Lu
et al., 2008). DLX3 야생형 과발현이 amelogenin이나
ameloblastin의 mRNA 발현에 큰 변화를 유도하지 않은
반면 MMP20 mRNA의 발현은 뚜렷하게 증가시켰다(Fig.
2A). DLX3 야생형 과발현에 의한 MMP20 발현 증가는
단백질 수준에서도 확인되었다(Fig. 2B). 그러나 야생형
DLX3와는 달리 돌연변이형 DLX3는 MMP20 발현을 증
가시키지 않았다(Fig. 2). RT-PCR 결과에서는 야생형
DLX3를 과발현시킨 경우에만 MMP20 mRNA가 관찰된
반면 Western blot 분석에서는 ALC 세포에서 기본적으
로 MMP20 단백질 밴드가 약하기는 하지만 어느 정도
관찰되었다(Fig. 2). 그 이유가 확실치는 않으나, ALC 세
포에서 소량의 MMP20 mRNA가 발현되고 있으나 본
실험의 RT-PCR 조건에서 잘 확인이 되지 않아 이러한
결과가 나타난 것으로 추측된다.
야생형 DLX3가 ALC 세포에서 MMP20의 전사를 직
접 조절하는지 확인하기 위해 기존에 보고된 Dlx3 결합
염기서열을 이용하여(Feledy et al., 1999) 생쥐의 MMP20
전사 시작부위 상위 1.5 kb에 해당하는 DNA 염기서열
을 대상으로 TAAT 모티프를 조사한 결과 Dlx 결합 가
Fig. 1. Gene expression pattern during ameloblast differentiation of
ALC cells. Ameloblast differentiation was induced by culturing
ALC cells in DMEM supplemented with 10% FBS, 10 mM β-
glycerophosphate and 50 µg/ml ascorbic acid. Total RNAs were
prepared at the days indicated and RT-PCR was performed.
Fig. 2. MMP20 expression was induced by wild type DLX3 but not by mutant DLX3. ALC cells were transiently transfected with DLX3
expression vector or with pcDNA3.1 and incubated for 24 (A) or 48 (B) hours. Then cells were lysed for total RNA extraction and RT-PCR
(A) or for protein preparation and Western blot analysis (B). 
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능성이 있는 부위가 4곳이 있는 것으로 분석되었다(Fig.
3A). 이러한 결과를 바탕으로 생쥐 MMP20 프로모터
(1.5 kb 또는 0.5 kb)를 luciferase 벡터에 클로닝하고
DLX3 과발현시킨 후 프로모터 활성을 관찰하였다. ALC
세포는 transfection 효율이 낮아 충분한 리포터 활성을
관찰하기 어려웠기 때문에 HEK293 세포를 이용하여 실
험을 진행하였다. pGL3-basic 벡터만 넣은 경우 luciferase
활성이 낮았지만 MMP20 프로모터가 포함된 pGL-
MMP20 벡터만 넣은 경우 luciferase 활성이 상당히 높
게 나타났으며, 1.5 kb 보다 0.5 kb 프로모터에서 기본 활
성이 더욱 높게 나타났다(Fig. 3B). 이러한 현상은 사람
MMP20 프로모터를 넣은 리포터의 활성이 SV40 프로모
터를 넣은 리포터 활성과 거의 유사하게 나온 기존의 보
고(Zhang et al., 2007)와 비슷한 것으로 생각된다. 여기
에 야생형 DLX3를 추가적으로 과발현한 경우 pGL-
MMP20(1.5)와 pGL-MMP20(0.5) 모두에서 통계적으로
유의한 luciferase 활성의 증가가 관찰되었다(Fig. 3B). 그
러나 DLX3 돌연변이형의 경우 리포터 활성의 증가가 나
타나지 않았으며, 오히려 MMP-20 프로모터 활성을 억
제하는 것으로 나타났고 이러한 억제 효과는 2-bp del
DLX3에서 더욱 뚜렷하게 나타났다.
기존의 보고에서 4bp-del DLX3는 야생형에 비해 단백
질 분해속도가 느림을 확인하였기 때문에(Cha et al.,
2007), 2bp-del DLX3도 유사한 효과를 보이는지 알아보
고자 CHX 처리에 의해 신생단백질 합성을 저해한 상태
에서 시간 경과에 따른 DLX3 단백질량 변화를 관찰하
였다. DLX3 야생형의 경우 12시간 이전에 단백질양이
50% 이하로 감소된 반면, 두 가지 돌연변이형 모두 단
백질 분해속도가 늦어 24시간까지 50% 이상을 유지하고
있는 것으로 나타났다(Fig. 4).
마지막으로 돌연변이형 DLX3 단백질의 세포내 축적으
로 인해 세포 독성을 나타낼 가능성이 있는지 확인하기
위해 ALC 세포에 이들을 과발현시키고 세포성장을 관찰
하였다. 그 결과 야생형과 돌연변이형 DLX3 모두 ALC
세포의 성장에는 통계적으로 유의한 영향을 미치지 않는
것으로 나타났다(Fig. 5).
고  찰
본 논문에서는 법낭질 저형성/저성숙과 관련된 것으로
알려진 2 bp-del 또는 4bp-del DLX3 돌연변이가 법낭
모세포의 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하였으며, 그
결과 야생형 DLX3가 MMP20 전사를 촉진시킬 수 있
는 반면 돌연변이형 DLX3는 이러한 효과를 나타내지 못
함을 확인하였다. 
Fig. 3. Wild type DLX3 enhanced MMP20 promoter activity while mutant DLX3 suppressed. (A) Illustration of putative DLX3 binding ele-
ments in mouse MMP20 promoter. (B) ALC cells were transiently transfected with DLX3 expression vectors and luciferase reporter vectors
containing 1.5 kb or 0.5 kb MMP20 promoter. After 24 hour incubation, luciferase activity was measured. Data represent mean + S.D. (N=4).
*significantly different from the cells containing MMP20 reporter only (p<0.01). 
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최근의 보고에 따르면 amelogenin 프로모터에 Dlx 결
합부위가 존재하며, 이 염기서열 조각을 리포터 벡터에
클로닝하고 Dlx2 과발현 벡터와 같이 세포에 transfection
하면 리포터 활성이 증가된다고 하였다(Lézot et al.,
2008). 그러나 생체 내에서 법낭질 형성과정 중 Dlx2와
amelogenin의 발현 시기를 서로 비교해보면 오히려 Dlx2
가 발현되지 않는 법낭모세포에서 amelogenin 전사체가
발견되는 것으로 나타나 실제로 Dlx2가 amelogenin 전
사를 촉진할 가능성이 낮을 것을 시사하였다. 모든 Dlx
가 유사한 homeobox 도메인을 가지고 있으므로
amelogenin의 전사 조절과정에 Dlx2외에 다른 Dlx 전사
인자가 관여할 가능성이 있을 것으로 생각되었다. 따라서
먼저 법낭모세포 분화과정 중 Dlx3의 발현시기를 먼저
확인하였다. 기존의 보고에 의하면 사람 또는 생쥐 치아
발생과정 중 법낭모세포에서 지속적으로 Dlx3/DLX3
mRNA 및 단백질이 관찰되는 것으로 알려져 있으며(Ghoul-
Mazgar et al., 2005; Lézot et al., 2008), 이러한 보고
와 유사하게 ALC 세포의 분화과정 중 Dlx3가 계속 발
현됨이 확인되었다. 따라서 법낭모세포에서 계속 발현되
는 Dlx3가 법낭모세포 분화과정 중 발현되는 여러 유전
자의 전사를 조절할 가능성이 있을 것으로 생각되었다.
이를 확인하고자 ALC 세포에 야생형 또는 돌연변이형
DLX3를 과발현하고 사람의 법낭질 저형성 또는 저성숙
표현형과 연관된 것으로 보고된 유전자들의 발현을 관찰
하였다. 예상과 달리 프로모터에 Dlx 결합부위가 있다고
알려진 amelogenin은 DLX3 과발현에 의해 큰 영향을
받지 않았다. 그러나 amelogenin 단백질의 분해 효소인
MMP20의 발현이 야생형 DLX3에 의해 촉진되었으며,
야생형 DLX3에 의한 MMP20 프로모터 활성 증가가 같
이 관찰되었기 때문에 MMP20 mRNA 전사 수준에서
DLX3의 조절을 받을 것으로 생각되었다. 
Fig. 4. Both mutants of DLX3 show longer half-life than wild type DLX3. ALC cells were transiently transfected with DLX3 expression
plasmids and incubated for 24 hours. Then cells were further incubated in the presence of 10 µg/ml cycloheximide (CHX) for the times indi-
cated and DLX3 protein level was determined by Western blot analysis (upper panel). Densitometric analysis was performed and DLX3 band
density was normalized by actin band density (lower panel). Data were expressed as the percent band density over wild type DLX3 band den-
sity at 0 h.
Fig. 5. DLX3 over-expression did not affect cellular proliferation.
ALC cell were transiently transfected with DLX3 expression vec-
tor or with pcDNA3.1 and incubated for 24 h. Then cells were fur-
ther cultured for the days indicated. CCK-8 reagents were used for
measuring the proliferation activity. Results are expressed as the
mean + S.D. (N=5).
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생쥐와 사람 MMP20 프로모터 염기서열을 분석한 결
과, 생쥐의 경우 전사시작 부위 상위 1.5 kb 안에 TAAT
모티프가 4곳이 있었으며, 사람의 경우 2 kb 이내에 6군
데가 있는 것으로 분석되었다. 이러한 분석결과와 유사하
게, MMP20 리포터 활성 분석 실험에서 야생형 DLX3
를 과발현한 경우 pGL-MMP20(1.5)와 pGL-MMP20(0.5)
모두에서 통계적으로 유의한 luciferase 활성의 증가가 관
찰되었다. 그러나 DLX3 돌연변이형의 경우 과발현에 의
해 리포터 활성의 증가가 나타나지 않았으며, 오히려 MMP-
20 프로모터 활성을 억제하는 것으로 나타났고 이러한
억제 효과는 2-bp del DLX3에서 더욱 뚜렷하게 나타났
다. 이러한 결과는 야생형 DLX3에 의한 MMP20 프로
모터 전사활성 증가가 특이적인 현상이며, 야생형 DLX3
의 C 말단 부위가 MMP20 전사 조절에 꼭 필요함을 시
사하는 결과로 생각된다.
DLX3는 homeobox 도메인의 N 말단쪽과 C 말단쪽에
transactivation 도메인이 존재하며 이 두 가지가 다 있어
야 전사활성이 잘 나타나는 것으로 알려져 있다(Feledy
et al., 1999). 4bp-del 또는 2bp-del DLX3는 frameshift
로 인해 homeobox 도메인 뒷부분에 존재하는 기존의 아
미노산 서열이 없어지고, 길이는 짧아졌지만 새로운 아미
노산 서열을 가진 C 말단이 형성된다. 따라서 이들 돌
연변이형의 C 말단은 야생형 DLX3 C 말단과 같은 전
사활성을 잘 나타내지 못할 것으로 생각되며, 본 연구에
서 돌연변이형 DLX3가 MMP20 프로모터 활성을 증가
시키지 못하는 결과는 이와 연관된 현상으로 생각된다.
한편 ADHHAI 및 TDO 증후군은 모두 상염색체 우성
으로 나타나며, Dlx3
+/-
 heterozygote 생쥐의 경우 별다른
표현형이 없으므로(Morasso et al., 1999), 4bp-del 또는
2bp-del DLX3에 의한 법낭질 표현형은 야생형 DLX3
단백질의 부족에 의해 나타났다기보다는 돌연변이형 DLX3
가 야생형 DLX3에 대해 dominant-negative로 작용한 결
과로 여겨지고 있다(Duverger et al., 2008). 4bp-del
DLX3 돌연변이형의 경우 homeobox 도메인 직후에 아
미노산 서열이 바뀌므로 DNA 결합능에 별 차이가 없다
고 보고된 바 있으나(Cha et al., 2007; Choi et al.,
2008), 최근 보고에 따르면 4bp-del DLX3가 DNA에 결
합하지 못하고, 또한 야생형 DLX3 단백질에 결합하여
야생형 DLX3에 의한 전사활성을 dominant-negative하게
억제하는 것으로 나타났다(Duverger et al., 2008). 2bp-
del DLX3의 경우 homeobox 도메인의 마지막 아미노산
2개가 바뀌므로 DNA 결합능의 차이가 있을 가능성이 있
으며 이에 대한 추가적 연구가 필요하다. 또한 2bp-del
DLX3는 본 연구에서 MMP20 프로모터의 기본 활성을
현저히 감소시키는 것으로 나타나, 새로이 형성된 C 말
단을 가진 2bp-del DLX3가 다른 단백질과의 상호작용
에 영향을 미쳐 MMP20 프로모터의 기본활성을 저해할
가능성이 있음을 시사하였다. 실제 Dlx는 Lef-1이나 Ets2
같은 다른 전사인자와 결합하여 상협적으로 타겟 유전자
의 발현을 조절하는 것으로 보고된 바 있으므로 이와 관
련된 연구가 진행되어야 할 것으로 생각된다(Diamond et
al., 2006; Ezashi et al., 2008).
기존의 보고에서 DLX3 단백질의 아미노산서열에 대한
분석 결과 homeobox 도메인 후방의 C 말단부에 PEST
도메인이 있으며, PEST 도메인은 26S proteasome을 통
한 단백분해에 대한 표지 역할을 하므로(Rogers et al.,
1986; Rechsteiner and Rogers, 1996) proteasome 저해
제인 MG132를 처리하면 야생형 DLX3 단백질양이 증
가됨을 보여 DLX3가 proteasome 경로를 통해 단백분해
가 일어날 가능성이 있음을 제시한 바 있다(Cha et al.,
2007). 따라서 4bp-del DLX3와 2bp-del DLX3 단백질
이 야생형과 비교하여 단백질 안정성에 차이가 있는지
확인한 결과 두 가지 돌연변이형 모두 단백질 분해속도
가 야생형보다 현저히 느린 것으로 나타났다. 이러한 결
과는 돌연변이형 DLX3가 야생형에 비해 세포 내에서 더
많이 축적될 수 있고 그를 통해 dominant-negative로서
의 작용을 효율적으로 잘 할 가능성이 있음을 시사한다.
MMP20는 법낭질 석회화 과정의 주요 조절인자 중 하
나로, MMP20의 효소 활성 부위 근처에 돌연변이가 있
거나 amelogenin이 MMP20에 의해 잘려지는 부위 주변
에 변이가 있는 경우 AI를 유발하는 것으로 알려져 있
다(Wright, 2006). 생체 내에서 DLX3가 MMP20의 발
현 조절에 관여하고, 4bp-del DLX3 또는 2bp-del DLX3
가 이러한 작용을 나타내지 못할 뿐 아니라 다른 전사인
자와의 단백질 상호작용을 통해 MMP20 발현을 저해한
다면 TDO 및 ADHHAI 증후군에서 치아 표현형을 설
명하는데 있어서 중요한 병태생리적 의미를 가질 수 있
는 것으로 생각된다. 다만 ALC 세포의 분화과정에서
Dlx3 mRNA는 지속적으로 발현됨에 반해 MMP20 전사
체는 분화가 좀 더 진행된 후 발현되는 양상을 고려해보
면, 법낭모세포 분화과정 중 MMP20가 발현되기 위해서
는 Dlx3의 전사활성을 증가시키는 다른 보조인자 또는
다른 전사인자의 추가적 작용이 필요할 것으로 생각되며
향후 이에 대한 추가적 연구가 이루어질 필요가 있다.
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